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PALUDETTO, L. V. Sistemas inteligentes de liberagdo de biomoléculas inferindo
no reparo peri-implantar de ratas osteoporoticas. 2024. 73f. Dissertacao
(Mestrado em Odontologia) — Faculdade de Odontologia, Universidade Estadual
Paulista, Aracatuba, 2024.

RESUMO

A menopausa traz consigo diversas alteracdes metabolicas e predispde a mulher
a algumas doencas relacionadas a essa alteracdo do metabolismo, dentre elas, a
osteoporose. Dentre as possibilidades atuais de tratamento para tal condicao existem
os bisfosfonatos orais (farmacos anti-remodelacdo 6ssea), como o acido zoledrdnico.
Entretanto, a administracao sistémica de tais medicacoes esta relacionada a varios
efeitos adversos a longo prazo e, por esse motivo, faz-se necessario estudar
possibilidades locais para a melhoria do tecido 6sseo comprometido. A proposta deste
estudo foi avaliar e caracterizar o reparo 6sseo peri-implantar em ratas osteoporoticas
frente a utilizacdo de implantes funcionalizados com algumas combinacfes de
farmacos que possuirdo efeitos locais sobre o processo de reparo. Para tal,
primeiramente foi realizada a funcionalizacdo dos implantes de titanio com acido
zoledrdnico, acido zoledrénico + teriparatida ou acido zoledrénico + ruterpy pela
técnica de Dip-coating e, posteriormente, com o0 objetivo de caracterizar o impacto de
tais superficies sobre o reparo peri-implantar, os procedimentos in vivo foram
efetuados. Assim, 44 ratas foram divididas em 4 grupos conforme o tipo de tratamento
de superficie dos implantes a serem instalados em suas metéfises tibiais: CONV
(implantes sem funcionalizacdo de superficie), ZOL (implantes funcionalizados com
acido zoledrénico pela técnica de Dip-coating), ZOL + TERI (implantes funcionalizados
com acido zoledrbnico + teriparatida pela técnica de Dip-coating) e ZOL + TERPY
(implantes funcionalizados com acido zoledrénico + ruterpy pela técnica de Dip-
coating). Os grupos foram submetidos a cirurgia de ovariectomia bilateral e tiveram os
implantes instalados apdés 3 meses da mesma, de modo a inducdo da osteoporose.
Cada animal recebeu dois implantes, sendo um em cada metéfise tibial,
bilateralmente. A eutanasia ocorreu 28 dias apés a instalacdo dos implantes. Foram
realizadas as analises de microtomografia tridimensional (Micro-CT) e histolégica
gualitativa. Os dados foram submetidos ao teste de homocedasticidade seguido do
teste Anova One-Way e do pés-teste de Tukey com nivel de significAncia de 5%.

Houve diferenca estatistica significante entre o grupo OVX CONV e os grupos OVX



ZOL, OVX ZOL + TERI e OVX ZOL + TERPY nos parametros de volume 4sseo
(BV.TV), numero de trabéculas ésseas (Th.N), separacdo entre as trabéculas 6sseas
(Th.S), porosidade total do tecido 6ésseo (Po.tot) e interface de contato entre osso e
implante (1.S); entre os grupos OVX ZOL, OVX ZOL + TERI e OVX ZOL + TERPY, por
outro lado, ndo houve diferenca estatistica em nenhum dos parametros analisados,
entretanto resultados ligeiramente melhores foram encontrados no grupo OVX ZOL +
TERI. Histologicamente os grupos OVX ZOL + TERI e OVX ZOL + TERPY
demonstraram maior neoformacao de tecido 6sseo na regido peri-implantar quando
comparados aos grupos OVX CONV e OVX ZOL, também com melhores resultados
para OVX ZOL + TERI. Portanto, todos os grupos com funcionalizacdo de superficie
obtiveram desempenho superior ao grupo controle, com provaveis melhores
resultados para OVX ZOL + TERI. Porém, sao necessarias mais analises para
confirmacao de tal achado e investigacéo da consolidacdo da formacéo 0ssea a longo

prazo.

Palavras-chave: Osteoporose. Implantes Dentarios. Teriparatida. Acido Zoledrénico.

Ruterpy.
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PALUDETTO, L. V. Smart delivery of biomolecules interfering with peri-implant
repair in osteoporotic rats. 2024. 73f. Dissertagdo (Mestrado em Odontologia) —

Faculdade de Odontologia, Universidade Estadual Paulista, Aracatuba, 2024.
ABSTRACT

Menopause brings with it several metabolic changes and predisposes women to some
diseases related to this change in metabolism, including osteoporosis. Among the
current treatment possibilities for this condition are oral bisphosphonates (anti-bone
remodeling drugs), such as zoledronic acid. However, the systemic administration of
such medications is related to several long-term adverse effects and, because of it, it
is necessary to study local possibilities for improving compromised bone tissue. The
purpose of this study was to evaluate and characterize peri-implant bone repair in
osteoporotic rats using implants functionalized with some combinations of drugs that
will have local effects on the repair process. Therefore, titanium implants were
functionalized with zoledronic acid, zoledronic acid + teriparatide or zoledronic acid +
ruterpy using the Dip-coating technique and, subsequently, with the aim of
characterizing the impact of such surfaces on peri-operative repair implant, in vivo
procedures were performed. Thus, 44 rats were divided into 4 groups according to the
type of surface treatment of the implants to be installed in their tibial metaphyses:
CONV (implants without surface functionalization), ZOL (implants functionalized with
zoledronic acid using the Dip-coating technique), ZOL + TERI (implants functionalized
with zoledronic acid + teriparatide using the Dip-coating technique) and ZOL + TERPY
(implants functionalized with zoledronic acid + ruterpy using the Dip-coating
technique). The groups underwent bilateral ovariectomy surgery and had the implants
installed after 3 months, in order to induce osteoporosis. Each animal received two
implants, one in each tibial metaphysis, bilaterally. Euthanasia occurred 28 days after
implant installation. Three-dimensional microtomography (Micro-CT) and qualitative
histological analyzes were performed. The data were subjected to the
homoscedasticity test followed by the One-Way Anova test and the Tukey post-test
with a significance level of 5%. There was a statistically significant difference between
the OVX CONV group and the OVX ZOL, OVX ZOL + TERI and OVX ZOL + TERPY
groups in bone volume settings (BV.TV), number of bone trabeculae (Th.N), separation
between bone trabeculae (Tbh.S), total porosity of the bone tissue (Po.tot) and contact
interface between bone and implant (1.S); Between the OVX ZOL, OVX ZOL + TERI



and OVX ZOL + TERPY groups, on the other hand, there was no statistical difference
in any of the analyzed parameters, however particularly better results were found in
the OVX ZOL + TERI group. Histologically, the OVX ZOL + TERI and OVX ZOL +
TERPY groups demonstrated greater neoformation of bone tissue in the peri-implant
region when compared to the OVX CONV and OVX ZOL groups, also with better
results for OVX ZOL + TERI. Therefore, all groups with surface functionalization
performed better than the control group, with better results likely for OVX ZOL + TERI.
However, further analyzes are needed to confirm this finding and investigate the

consolidation of bone formation in the long term.

Keywords: Osteoporosis. Dental Implants. Teriparatide. Zoledronic Acid. Ruterpy.
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1 INTRODUCAO

Devido a incessante evolucédo tecnologica no campo da medicina e da saude e
a expansdo do acesso ao saneamento basico, principalmente em paises
desenvolvidos eem desenvolvimento, é possivel notar uma tendéncia ao aumento da
expectativa de vidada populacdo. Um estudo recente que analisou 35 paises
industrializados concluiu que, em todo eles, ha uma grande probabilidade de que seus

cidadaos vivam mais em 2030 do que em 2020 (1).

Entretanto, uma maior longevidade também traz algumas consequéncias, como,
por exemplo, o0 aumento da prevaléncia de doencas metabdlicas. A osteoporose,
doenca 0ssea metabolica caracterizada por um aumento da suscepbilidade a fraturas
devido a fragilidade, diminuicdo da massa 0ssea e deterioracdo da microarquitetura
do tecido 0sseo (2) é uma condicao intimamente relacionada com o processo de
envelhecimento, visto que, com a chegada da menopausa e andropausa, ha uma
diminuicdo intensa da producédo de hormonios sexuais, dentre eles o estrogénio (nas
mulheres), importante inibidor da reabsorcao 6éssea por regular diretamente a inibicao

de osteoclastos e proliferacdo de osteoblastos (3,4).

Uma maior longevidade populacional também acarreta em uma maior procura
por tratamentos reabilitadores, e, dentre eles, pelas reabilitacdes com implantes
osseointegraveis. Com altissima taxa de sucesso (5), os implantes dentarios séo
considerados atualmente a alternativa “padrao ouro” para a reabilitacdo de pacientes
parcialmente ou totalmente desdentados, permitindo excelente eficiéncia mastigatoéria
e forca de mordida (6,7). Porém, o sucesso do processo de osseointegracado, definido
como o contato direto entre osso e implante quando submetido a carga funcional em
nivel de microscopia Optica (8), € muito dependente das condi¢cdes organicas do
individuo e, consequentemente, de seu tecido 6sseo. A osteoporose, nesse cenario,
prejudicaria tal processo. De acordo com alguns autores, 0sso de pacientes
osteoporéticos se assemelharia a um 0sso tipo IV (no qual ha a presenca de grande
guantidade de osso medular de baixa qualidade circundada por uma fina camada de
0sso cortical), e por esse motivo, a instalacdo de implantes osseointegraveis nesse
grupo de pacientes seria contra-indicada (9). Apesar de algumas revisbes
sistematicas que abordam o tema osseointegracdo na presenca de osteoporose

concluirem que ndo ha contraindicacdo para este tipo de tratamento nesses pacientes
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e também que ndo ha diferenca estatistica com relacéo a taxa de sobrevida desses
implantes quando comparada a do grupo sem osteoporose (10,11), ainda ndo ha
consenso na literatura acerca desse tema, visto que alguns estudos mostraram
prejuizo na estabilidade dos implantes a longo prazo, com maior perda 6ssea marginal
ao redor destes (12), maior taxa de falha dos mesmos (13) e, em um estudo animal,
foi encontrada menor expressdo de ECM (matriz extracelular) no grupo osteoporotico,
0 que, segundo os autores, poderia comprometer a estabilidade biomecéanica a logo

prazo (14).

O tratamento considerado atualmente como “padrao ouro” para a osteoporose
envolve o uso de bisfosfonatos sistémicos, agentes anti-reabsortivos 6sseos que
estimulam a apoptose dos osteoclastos, retardando, assim, a reabsor¢cdo 0ssea e
consequentemente seu turnover (15). Embora apresentem efeitos muito desejaveis
no tecido 0sseo, diminuindo a incidéncia de fraturas patologicas e a perda de massa
0ssea, tal classe de medicamentos pode levar a diversos efeitos colateraisindesejaveis
em diversos sistemas corporais, como no gastrointestinal, urinario, imunolégico e
ocular, além de toxidermia, toxicidade ao sistema nervoso central (16) e osteonecrose
dos maxilares. Visto isso, diversos 6rgaos e associacdes médicas competentes, como
a IOF (International Osteoporosis Foundation), ja discutem o real custo x beneficio da

utilizacao de tais farmacos.

Tendo em vista, entdo, um possivel cenario futuro no qual pacientes
osteopordéticos com necessidade de realizacdo de implantes osseointegraveis para
reabilitacéo oral e ndo usuarios de bisfosfonatos sistémicos existam, é imperativo que
se investigue outras alternativas para promover o0 sucesso dos implantes
osseointegraveis, como, por exemplo, alternativas locais de melhoria do tecido 6sseo

através de estudos pré-clincos em modelos animais.

Nesse contexto, a funcionalizacdo da superficie de implantes osseointegraveis
com moléculas bioativas, de forma a promover um “drug delivery” a partir de
“coatings”’pela técnica de Dip-coating para possam melhorar o reparo 0sseo peri-
implantar frente a interferéncias sistémicas parece ser uma excelente linha de
pesquisa, inclusive jA executada por nosso grupo. Tal medotologia tem o intuito de

desencadear respostas celulares locais que favorecam o reparo peri-implantar.

Dentre algumas opc¢des de moléculas bioativas j& testadas em modelos animais
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pelo nosso laboratoério existem a teriparatida (PTH 1-34) e a ruterpy. A teriparatida
(PTH 1-34), um anélogo do paratormdnio, € uma substancia anabdlica 6ssea que,
guando utilizada de forma intermitente, atua por meio da estimulacdo dos
osteoblastos, promovendo uma maior formacao 6ssea. Aprovada para uso pela FDA
(Food and Drug Administration) nos Estados Unidos, comercialmente € encontrada
com o nome de Forteo®, sendo geralmente administrada de maneira sistémica em
conjunto com os bisfosfonatos para tratamento da osteoporose (17). Alguns trabalhos
anteriores de nosso grupo de pesquisa ja utilizaram a teriparatida na superficie de
implantes e obtiveram resultados interessantes no quesito reparo peri-implantar
(processo 18/03114-0).

Aruterpy (Ru(terpy)(bdq)NO]3+), umfarmaco sintetizado pela FCFRP (Faculdade
de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto — USP), € um complexo de ruténio que
atua como doador de o6xido nitrico. A importancia do Oxido nitrico, naturalmente
produzido no corpo humano pelas células endoteliais, no reparo 0sseo, esta
fundamentada em seu papel perante a vasodilatacéo e angiogénese, visto que possui
influéncia direta na producdo do fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) e
também na inibicdo da apoptose de células endoteliais. Dessa maneira, por ser
doadora de 6xido nitrico, a ruterpy possibilita 0 aumento da producao desse mediador.
Assim como a teriparatida, tal substancia também ja foi alvo de estudo por nosso
grupo, mostrando ser benéfica para a osseointegracdo. Os resultados dos trabalhos
gue utilizaram a teriparatida e a ruterpy, inclusive, possibilitaram a deposicao de
patentes (BR 10 2021 019548 7) e (BR 10 2021 025891 8).

Ja o acido zoledrbnico, anti-reabsortivo pertencente a classe de bisfosfonatos
nitrogenados (altamente potentes) com atuacdo apenas no tecido 6sseo, € um dos
mais potentes inibidores da reabsorcédo 6ssea mediada por osteoclastos conhecidos
atualmente, sendo um dos agentes mais eficazes para controle da osteoporose (18).
Embora ainda ndo estudado por nosso grupo de pesquisa, sua alta capacidade de
inibicAo da reabsorcdo Ossea desperta questionamentos acerca de sua possivel
efetividade se utilizado ao redor de implantes pela técnica de Dip-coating. Além disso,
diversos estudos na literatura ja o utilizaram isoladamente ao redor de implantes em
modelos de ratas saudaveis, com osteoporose e com deficiéncia de estrdgeno,

obtendo resultados interessantes (19-25).

Assim, a ideia de utilizar tais moléculas bioativas de maneira local, ao redor de

31



implantes, pela técnica de Dip-coating, com o intuito de estudar sua a¢do no reparo
0sseo peri-implantar frente & osteoporose, parece ser de grande valia, ja que sua acao
guando utilizadas de maneira sistémica é benéfica para tal condi¢cdo. Entretanto,
nenhum estudo disponivel na literatura utilizou mais de uma biomolécula ao redor de
implantes pela técnica de Dip-coating. Por esse motivo, a proposta deste estudo é
avaliar tais substéncias acima (teriparatida, ruterpy e &cido zoledrénico) agindo
conjuntamente e de maneira sinérgica no 0sso peri-implantar através de sua
agregacao na superficie de implantes pela técnica de Dip-coating. Tais implantes
podem ser chamados de “sistemas inteligentes de liberagcdo de biomoléculas” pois a
liberacdo das substancias agregadas a eles sera inteligente, de maneira que
primariamente um farmaco anti-reabsortivo esteja presente no tecido 6sseo, inibindo
sua reabsorcédo, e posteriormente um farmaco osteoformador ou liberador de 6xido
nitrico seja disponibilizado, agindo na formacdo O0ssea ou na vasodilatacdo. Vale
destacar que ambas as respostas sdo de grande valia para favorecer as etapas
celulares que ocorrem durante o processo de reparo 6sseo. Assim, sera possivel
observar se essas novas superficies de implantes podem promover acodes
aprimoradas ou melhoradas as que ja sédo obtidas pelas superficies convencionais,
umavez que as biomoléculas incorporadas de forma associada poderéo ter efeitos
sinérgicos sobre o reparo peri-implantar pela sua liberacdo ordenada neste leito

0sseo.
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2 OBJETIVO

O presente estudo buscou avaliar e caracterizar o processo de reparo peri-
implantar perante & administragdo local de acido zoledrénico isoladamente, acido
zoledrbnico + teriparatida e acido zoledrdnico + ruterpy através da funcionalizacao,
pela técnica Dip-coating, da superficie de implantes em modelos de ratas
osteoporoéticas com o intuito de elucidar se a associacédo e liberacdo ordenada de tais
biomoléculas de maneira local seria benéfica e teria acdo sinérgica para a

osseointegragao.
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3 METODOLOGIA

3.1 Animais

Os procedimentos a serem executados no presente estudo foram submetidos
a apreciacdo do Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) desta instituicdo e, apds
sua aprovacao (protocolo n° 0520-2022), os mesmos foram iniciados. Foram utilizadas
44 ratas (Rattus novergicus albinus, Wistar), fémeas, adultas, com idade de 3 a 4
meses no inicio do experimento, provenientes do biotério central da Faculdade de
Odontologia de Aracatuba — UNESP. Durante todo o experimento as ratas foram
mantidas em ambiente climatizado, com temperatura estavel (22+2°. C) e ciclo
claro/escuro a cada 12 horas e alimentadas com racao sélida (racdo balanceada
[Nuvilab, Curitiba, PR, Brasil]) e agua ad libitum. 90 dias ap0s a realizacdo da
ovariectomia bilateral os animais foram alocados aleatoriamente em 4 grupos (OVX
CONV, OVX ZOL, OVX ZOL +TERI e OVX ZOL + TERPY) de acordo com a superficie
dos implantes a serem instalados, sendo OVX CONV = grupo em que foram instalados
implantes convencionais, sem funcionalizacao de superficie; OVX ZOL =grupo emque
foram instalados os implantes funcionalizados com acido zoledrénico pela técnica de

Dip-coating; OVX ZOL + TERI = grupo em que foram instalados os implantes

funcionalizados comécido zoledrdnico e teriparatida pela técnica de Dip-coating e

OVX ZOL + TERPY = grupo em que foram instalados implantes funcionalizados com

acido zoledronico e ruterpy pela técnica de Dip-coating (Quadro 1), totalizando um

N=44 ratas, sendo 11 ratas por grupo.

Quadro 1 - Grupos experimentais de acordo com a superficie dos implantes a serem

instalados
Superficie
dos N
implantes
OVX CONV 11 Grupo em que foramllnstalladONS |mplantes, .
convencionais, sem funcionalizagéo de superficie.
11 Grupo em que foram instalados os implantes
OVX ZOL . ) - . e
funcionalizados com acidozoledrénico pela técnica de
Dip-coating.
11 Grupo em que foram instalados os implantes
OVX ZOL + TERI funcionalizados com acido zoledrénico e teriparatida
pela técnica de Dip-coating.
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11 Grupo em que foram instalados implantes
OVX ZOL + TERPY funcionalizados com &cido zoledrénico e ruterpy pela
técnica de Dip-coating.

Fonte: Autor, 2024

3.2 Delineamento do modelo experimental

A linha do tempo englobando os procedimentos experimentais realizados pode
ser visualizada na Figura 1. Foram utilizadas ratas Wistar (Rattus novergicus albinus,
Wistar), fémeas, submetidas a cirurgia de ovariectomia, quando foi avaliado o reparo
0sseo peri-implantar. Os farmacos administrados localmente foram: o &cido
zoledrdnico, o acido zoledrdnico + teriparatida e o acido zoledrénico + ruterpy. Essas
substancias foram incorporadas aos implantes a serem instalados nas metéafises
tibiais das ratas. As analises propostas para este estudo foram a analise de

microtomografia computadorizada (Micro-CT) e analise histoldgica qualitativa.

No dia 0, as ratas selecionadas para o experimento foram submetidas a cirurgia
de ovariectomia bilateral. Passados 90 dias (dia 90), a instalacdo dos implantes na
metéfises tibiais foi realizada. Aos 28 dias apos a instalacdo dos implantes (dia 118),
os animais foram eutanasiados e uma das tibias de cada animal foi reservada para o
escaneamento por microtomografo computadorizado e a outra, para a analise
histol6gica, aleatoriamente. Para isso, os animais foram identificados por uma
sequéncia numérica e alocados aleatoriamente em 2 grupos (tibia direita — M-CT/tibia
esquerda — H) e (tibia direita — Hi/tibia esquerda — M-CT), sendo randomizacao dos

mesmos realizada pelo software Excel 2016.

Figura 1 — Linha do tempo englobando os procedimentos realizados no estudo
Dia 0O: Dia 90: Dia 118:

|
2

Eutanasia

—_—
—
—
(=
—
—
p= =]

Cirurgia de Cirurgia de
ovariectomia instalagéo dos
bilateral implantes

Fonte: Autor, 2024.
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3.3 Implantes utilizados na pesquisa

Foram utilizados implantes de titanio comercialmente puro grau IV baseados no
conceito de duplo ataque acido (Medens®, Brasil) com diametro de 1,4mm e altura de

2,7mm, esterilizados por raios gama.

3.4 Tratamento medicamentoso na superficie dos implantes

Os implantes foram funcionalizados através da técnica de incorporacao por Dip-
coating, que consiste na imersao dos mesmos em uma solucdo contendo a molécula
desejada, com a finalidade de formar camadas ao redor deles. Para isso, suas
conexdes (hexagono interno) foram acopladas a pontas de pipeta de tamanho
correspondente (para o estudo em questdo foram utilizadas pontas de 100mL) que
em seguida foram também estabilizadas, pela base, em um aparato a base de alginato
(Figura 2), possibilitando que os implantes ndo fossem tocados durante e também
apos o processo de funcionalizagédo, assegurando a formacao de camadas uniformes.
Assim, foram realizadas 5 ou 6 camadas ao redor dos mesmos (dependendo do grupo
experimental), de acordo com a necessidade observada através dos testes
preliminares (um maior nimero de camadas garantiu que, durante a inser¢cdo dos
implantes no leito cirdrgico, a funcionalizacdo da superficie ndo fosse perdida). As
moléculas utilizadas na funcionalizacdo foram o acido zoledrénico, a ruterpy e a
teriparatida, dependendo do grupo. Nos implantes que seriam instalados no grupo
OVX ZOL foram realizadas 5 camadas (5 mergulhos com intervalo de 1 dia entre eles)
de funcionalizacdo com &cido zoledrénico, enquanto para os grupos OVX ZOL + TERI
e OVX ZOL + TERPY foram realizadas 6 camadas de funcionalizacao (6 mergulhos
também com intervalo de 1 dia entre os mesmos), sendo as primeiras 3 de teriparatida
ou ruterpy, dependendo do grupo, e as 3 ultimas de acido zoledrénico. Apds a
secagem de todas as camadas desejadas, os mesmos foram instalados nos animais

de seus respectivos grupos.
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Figura 2 — Implantes estabilizados em aparato a base de alginato prontos

para receberem a funcionalizagc&o de superficie

Fonte: Autor, 2024.

Figura 3 — Solucdes contendo acido zoledrénico (ZOL) , teriparatida (TERI)
e ruterpy (TERPY)

Fonte: Autor, 2024.
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As concentra¢cfes das solugbes contendo teriparatida (PTH 1-34) e ruterpy ja
haviam sido estabelecidas, sendo a solucdo de teriparatida composta por 20uL da
mesma diluidos em 50mL de &gua Milli-Q® + 50mL de DMSO e a de ruterpy, por 10ml
de uma solucao mais concentrada de ruterpy diluidos em 40mL de 4gua Milli-Q® +
50mL de DMSO. A solugdo mais concentrada foi composta por 25mg de ruterpy
diluidos em 50mL de agua Milli-Q®. A concentracdo da solulcdo contendo &cido
zoledrénco, por outro lado, foi determinada baseada em outros estudos presentes na
literatura (26-29), sendo composta por 1mg de &cido zoledrdnico diluido em 1mL de
agua Milli-Q® + 99mL de DMSO.

As solucbes, apos preparadas, foram armazenadas em béqueres de 100mL,
mantidas em ambiente com tempertura de 18°C e descartadas ap0s o término do

processo de funcionalizagéo.

3.5 Experimentos com o modelo experimental de osteoporose

Apos a funcionalizacdo dos implantes foram realizados os experimentos in vivo
no modelo experimental de osteoporose, proposto para este estudo. Com o objetivo
de avaliar a acdo sinérgica entre farmacos administrados localmente, buscou-se,
neste momento, caracterizar de uma forma geral as respostas iniciais do tecido 6sseo

peri-implantar quanto aos eventos formacao, reabsorcao e mineralizacéo 0ssea.

Vale destacar que foi utilizado o modelo de instalacéo de implantes nas metafises
tibiais das ratas, com o intuito de avaliar o efeito da osteoporose sobre esses 0ssos e
gual a possivel melhora desse quadro frente a funcionalizacdo de superficie dos
implantes com acido zoledrdnico, acido zoledrbnico + teriparatida e acido zoledrénico

+ ruterpy pela técnica de Dip-coating.

3.6 Ciclo estral

Para garantir que as ratas utilizadas nos experimentos estivessem ciclando
normalmente as mesmas foram colocadas em gaiolas individuais e diariamente foram
introduzidas no interior da vagina 1-2 gotas de soro fisiolégico que, em seguida, foram

aspiradas e colocadas em lamina histologica para leitura microscépica imediata
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(técnica de Long & Evans, 1922) (30), visando reconhecimento das fases do ciclo
estral. Asratas foram utilizadas ap0s a obtencédo de 2 a 3 ciclos estrais regulares. Tal
técnica foi utilizada novamente apos a cirurgia de ovariectomia bilateral com o intuito de

validar a efetividade do procedimento.

3.7 Ovariectomia

ApOs oito horas de jejum as ratas foram anestesiadas via intramuscular com
5mg/Kg de cloridrato de xilazina (cloridrato de xilazina 2% injetavel, Syntec, Tamboré-
SP, Brasil) e 50mg/Kg de cloridrato de quetamina (cloridrato de quetamina injetavel,
Vetnil, Louveira-SP, Brasil) e imobilizadas sobre prancha cirdrgica. Apos a tricotomia
da regiao a ser operada, foi realizada anti-sepsia da regido a ser incisada com Polivinil
Pirrolidona lodo Degermante (PVPI 10%, Riodeine Degermante, Rioquimica, S&o
José do Rio Preto-SP, Brasil), associado a PVPI tépico, e, em posicédo de decubito
lateral, foi realizada uma incisdo de aproximadamente 1cm nos flancos, divulsao por
planos do tecido subcutaneo e, em seguida, do peritdnio a fim de ter acesso a cavidade
abdominal. Em seguida, foram localizados os ovarios e 0s cornos uterinos, que foram
laqueados comfio monifilamentar (Nylon 5-0, Ethicon, Johnson, Sdo José dos
Campos-SP, Brasil) e removidos cirurgicamente. A sutura foi realizada por planos,
com pontos interrompidos com fio monofilamentar (Nylon 5-0, Ethicon, Johnson, S&o
José dos Campos-SP, Brasil) nos planos internos e com fio multifamentar (Seda 4-0,
Ethicon, Johnson, Sdo José dos Campos-SP, Brasil) no plano mais externo. Como
medida profilatica, imediatamente apds a cirurgia foi utilizado 0,2 ml de Penicilina G-
benzatina (Pentabidtico Veterinario Pequeno Porte, Fort Dodge Saude Animal Ltda.,

Campinas-SP, Brasil) por via intramuscular em todos os animais (31).

3.8 Cirurgia para instalacdo dos implantes O0sseointegraveis nas
tibias

Apbs 90 dias da ovariectomia bilateral ou cirurgia ficticia (dia 90) as ratas foram
submetidas a instalacdo dos implantes em suas metafises tibiais. Seguindo 0 mesmo

raciocinio utilizado na cirurgia de ovariectomia bilateral, os animais foram mantidos

em jejum durante oito horas prévias ao procedimento cirargico e anestesiados via
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intramuscular com 50mg/Kg de cloridrato de quetamina (cloridrato de quetamina
injetavel, Vetnil, Louveira-SP, Brasil) e 5mg/Kg de cloridrato de xilazina (cloridrato de
xilazina 2% injetavel, Syntec, Tamboré-SP, Brasil). Apés a anestesia, foram realizadas
a tricotomia na porcao medial das tibias direita e esquerda e a anti-sepsia da regido a
ser incisada com Polivinil Pirrolidona lodo Degermante (PVPI 10%, Riodeine

Degermante, Rioquimica, Sdo José do Rio Preto), associado a PVPI tépico.

Com uma lamina de numero 15 (Feather Industries Ltda, Tokyo-To, Japé&o), foi
realizada uma incisdo de aproximadamente 1cm de comprimento na regido das
metafises tibiais esquerda e direita e, a seguir, o tecido mole local foi divulsionado em
espessura total e afastado com o auxilio de descoladores de peridsteo, expondo o
0SSO para receber os implantes. Foram instalados 88 implantes (2 por animal) de
tithnio comercialmente puro grau IV, com diametro de 1,4 mm e altura de 2,7 mm,
esterilizados por raios gama. Para tanto, a fresagem foi realizada com fresa espiral de
1,1 mm de diametro nas duas corticais, montadas em motorelétrico (BLM600®; Driller,
Sao Paulo, SP, Brasil) a uma velocidade de 1000 rpm, sob irrigacdo com solucéo
isotonica de cloreto de sédio a 0,9% (Fisiolégico®, Laboratérios Biosintética Ltda®,
Ribeirdo Preto-SP, Brasil), e contra-angulo com reducéo 20:1 (Peca angular 3624N
1:4, Cabeca 67RIC 1:4, KaVo®, Kaltenbach & Voigt GmbH & Co., Biberach, Germany)
(Figura 4).

Os tecidos foram suturados por planos com pontos interrompidos, sendo com fio
monofilamentar (Nylon 5.0, Ethicon, Johnson, S&o José dos Campos, Brasil) nos
planos internos e no plano mais externo, com fio multifilamentar (Seda 4-0, Ethicon,
Johnson, Sdo José dos Campos, Brasil). No pés-operatério imediato cada animal
recebeu uma dose intramuscular de 0,2ml de Penicilina G-benzatina (Pentabidtico

Veterinario Pequeno Porte, Fort Dodge Saude Animal Ltda., Campinas-SP, Brasil).

Vale destacar que um experimento foi realizado no nosso laboratério viabilizando
a instalacdo dos implantes em tibias (CEUA 00199-2017).
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Figura 4 — Procedimento de instalacdo dos implantes nas metéfises tibiais dos
animais

A) Acesso a metafise tibial; B) Leito 6sseo fresado bicorticalmente com fresa de 1,1mm de
didmetro; C) Instalacdo do implante com chave digital e D) Implante instalado em seu
correto posicionamento.

Fonte: Autor, 2024.

3.9 Eutanasia

Os animais foram submetidos a eutanasia por overdose de anestésico aos 28
dias apés a instalacdo dos implantes (dia 118). As tibias foram coletadas,
bilateralmente, para realizacdo das andlises de microtomografia computadorizada (Micro-

CT) e histoldgica.

3.10 Processamento dos tecidos calcificados

ApOs o processamento das amostras para tecidos calcificados (fixacdo em
formol tamponado 10% por 48 horas - Reagentes Analiticos®, Dinamica Odonto-
Hospitalar Ltda, Catanduva-SP, Brasil - lavagem em agua corrente por 24h e
armazenamento em alcool 70%) foi realizado o escaneamento por microtomégrafo
computadorizado e a analise de microtomografia computadorizada (Micro-CT). Esta
analise teve o intuito de avaliar, morfologicamente e quantitativamente, o processo de
reparo e a formagdo Ossea peri-implantar e comparar os valores dos parametros

obtidos entre os diferentes grupos experimentais.

Os parametros avaliados seguiram o guia para a avaliacdo da microarquitetura
0ssea em roedores usando microtomografia computadorizada publicado por Bouxsein
et al. (32)
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3.11 Avaliacdes microtomograficas tridimensionais (Micro—CT)

As pecas foram escaneadas através do microtomégrafo Skyscan (SkyScan 1272
Bruker MicroCT, Aatselaar, Bélgica, 2003), utilizando cortes de 8um de espessura
(90Kv e 111pA), com filtro de Al. 0,5mm + Cu 0,038 e passo de rotacdo de 0.4 mm,
tamanho do pixel de 2016x1344 um e com tempo de aquisicdo de 1h e 56min. As
imagens obtidas pela projecdo dos raios-X nas amostras foram armazenadas e
reconstituidas determinando a area de interesse pelo software NRecon (SkyScan,
2011; Versao 1.6.6.0), com smoothing de 5, correcdo dos anéis de artefato de 10,
correcao de Beam Hardening de 40% e a faixa de conversao de imagem variou de 0,0
— 0,14. No software Data Viewer (SkyScan, Versao 1.4.4 64- bit) as imagens foram

reconstruidas, sendo avaliadas no plano transaxial.

Para realizacdo das morfometrias o 3D foi utilizado o software CTAnalyser -
CTAnN (2003-11SkyScan, 2012 Bruker MicroCT Versédo 1.12.4.0). A padronizacéo da
regido de interesse (ROI) foi realizada através da metodologia BIC envolvendo a
regido de osso peri-implantar em contato com o implante. A partir da utilizacdo da
metodologia BIC, foram demarcados 150 slices correspondentes a por¢cédo medular, a
partir do desaparecimento da cortical superior e aparecimento de osso medular. O
software CTAn analisou e mediu a imagem de acordo com a escalas de cinza
(thershold). O threshold utilizado na analise foi de 20-120 tons de cinza, que
possibilitou a obtencdo do volume e porosidade de osso formadosao redor dos
implantes. A partir dessa conversdao o software realizou o calculo morfométrico
aplicado ao ROI por meio dos parametros (BV/TV) percentual de volume ésseo; (Tb.
N) nimero de trabéculas; (Tb. Sp) separacao entre as trabéculas; (Tb.Th) espessura
das trabéculas 0sseas; (Po.Tot) porosidade total do tecido 6sseo e (I.S) interface de

contato entre 0sso e implante (32).

Com finalidade didatica e ilustrativa, a reconstru¢do e manipulacdo das amostras

em trés dimensdes foi também realizada no software CTvox (SkyScan,Verséo 2.7).

3.12 Processamento dos tecidos descalcificados

ApOGs o processamento das amostras para tecidos descalcificados (fixacdo em

formol tamponado 10% por 48 horas - Reagentes Analiticos®, Dinamica Odonto-
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Hospitalar Ltda, Catanduva, SP, Brasil, lavagem em &gua corrente por 24h e
sucessivas trocas de EDTA 10% até a descalcificacdo — cerca de 16 trocas ou 8
semanas) foi realizada nova lavagem das pecas em agua corrente por 24h,
diafanizagdo das pegas em xilol, inclusdo em parafina, microtomia, obtencdo de
cortes com 6um de espessura e montagem em laminas. Posteriormente, 0s mesmos

foram corados em hematoxilina e eosina para analise histoldgica qualitativa.

3.13 Analise histoldgica qualitativa

ApoOs o processamento de descalcificagdo por EDTA 10%, as tibias de cada
grupo foram novamente lavadas em agua corrente por 24h, desidratadas numa
sequéncia crescente de alcoois, diafanizadas em xilol e incluidas em parafina. A partir
dos blocos obtidos, foram confeccionados cortes de 6um pelo micrétomo (Leica
RM2125 RTS). Na sequéncia, os cortes foram inseridos em laminas histologicas e o
conjunto (corte + lamina) foi corado com hematoxilina, por 8 minutos, e eosina 1%,

por 30 segundos.

Apos a coloracao, as as laminulas foram montadas e laminas foram levadas ao
microscopio optico (Leica DM 750) com ampliacdo de 4x, 20x e 40x, para captura de
imagens da regido central da regido peri-implantar com uma camera digital para
captura de imagens microscoépicas (Leica BioSystems MC 170 HD). As imagens foram

armazenadas em formato JPG.

3.14 Analise estatistica

Os dados de obtidos a partir da andlise de microtomografia computadorizada
(Micro-CT) foram submetidos a analise estatistica pelo software GraphPad Prism 7.03.
Apoés a aplicacdo do teste de homocedasticidade de Shapiro Wilk e confirmada a
distribuicdo normal dos dados, estes foram submetidos ao teste paramétrico de
Andlise de Variancia Um Fator (ANOVA One Way), seguido do Pés teste de Tukey,
guando necessario, para definir as diferencas observadas entre os grupos avaliados,

sendo estabelecido o nivel de significancia de 5% (p<0,05).
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4 RESULTADOS

4.1 Confirmacgéo da eficiéncia da cirurgia de ovariectomia bilateral

Ap0s 8 dias da cirurgia de ovariectomia bilateral o ciclo estral dos animais foi realizado,
confirmando a permanéncia do diestro constante e, consequentemente, o sucesso do
procedimento cirargico. A cirurgia de instalacdo dos implantes nas metéfises tibiais foi
realizada ap6s 90 dias da ovariectomia, momento no qual a osteoporose ja havia sido
instalada (33).

4.2 Resultados microtomograficos tridimensionais (Micro-CT)

Gréfico 1 - Quantificacao do percentual de volume 6sseo. Comparacao entre 0s
grupos OVX CONV, OVX ZOL, OVX ZOL + TERI e OVX ZOL + TERPY

40 - *

b

(21
o
1

BVITV (%)
S

Fonte: Autor, 2024

As médias dos resultados obtidas para percentual de volume 6sseo (BV/TV)
foram as seguintes: OVX CONV (3,91% =+ 3,61), OVX ZOL (23,77% £ 9,81), OVX ZOL
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+ TERI (26,15% + 9,62) e OVX ZOL + TERPY (22,09% + 4,81) (Grafico 1).

Para o parametro BV/TV, houve diferenca estatisticamente significante entre o
grupo OVX CONYV e todos os demais grupos experimentais (OVX ZOL, OVX ZOL +
TERI e OVX ZOL + TERPY). * diferenca estatisticamente significante.

Gréfico 2 - Quantificacdo da espessura das trabéculas 6sseas. Comparacao entre 0s
grupos OVX CONV, OVX ZOL, OVX ZOL + TERI e OVX ZOL + TERPY
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Fonte: Autor, 2024

As médias dos resultados obtidas para a espessura das trabéculas (Tb.Th) foram
as seguintes: OVX CONV (0,068mm * 0,027), OVX ZOL (0,066mm £ 0,006), OVX
ZOL + TERI (0,065mm £ 0,007) e OVX ZOL + TERPY (0,058mm % 0,003) (Gréfico 2)

Para o parametro Tb.Th, ndo houve diferenca estatisticamente significante entre

0S grupos.
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Gréfico 3 - Quantificacdo do namero de trabéculas ésseas. Comparacgao entre 0s
grupos OVX CONV, OVX ZOL, OVX ZOL + TERI e OVX ZOL + TERPY

Fonte: Autor, 2024

As médias dos resultados obtidas para o numero de trabéculas (Tb.N) foram as
seguintes: OVX CONV (0,47mm + 0,32), OVX ZOL (3,51mm = 1,05), OVX ZOL + TERI
(3,91mm £ 1) e OVX ZOL + TERPY (3,76mm % 0,55) (Grafico 3).

Para o parametro Th.N, houve diferenca estatisticamente significante entre o
grupo OVX CONV e todos os demais grupos experimentais (OVX ZOL, OVX ZOL +
TERI e OVX ZOL + TERPY). * diferenca estatisticamente significante.
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Gréfico 4 - Quantificacdo da separacédo entre as trabéculas 6sseas. Comparacgéo entre
0s grupos OVX CONV, OVX ZOL, OVX ZOL + TERI e OVX ZOL + TERPY
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Fonte: Autor, 2024

As meédias dos resultados obtidas para a separacdo das trabéculas (Th.Sp)
foram as seguintes: OVX CONV (0,143mm % 0,012), OVX ZOL (0,113mm % 0,006),
OVX ZOL + TERI (0,104mm % 0,010) e OVX ZOL + TERPY (0,2103mm % 0,005)
(Gréfico 4).

Para o parametro Tb.Sp, houve diferenca estatisticamente significante entre o
grupo OVX CONYV e todos os demais grupos experimentais (OVX ZOL, OVX ZOL +
TERI e OVX ZOL + TERPY). * diferenca estatisticamente significante.
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Grafico 5 - Quantificacdo da porosidade total do tecido 6sseo. Comparagdo entre os
grupos OVX CONV, OVX ZOL, OVX ZOL + TERI e OVX ZOL + TERPY
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Fonte: Autor, 2024

As médias dos resultados obtidas para a porosidade total do tecido 0sseo
(Po.Tot) foram as seguintes: OVX CONV (96,09% = 3,61), OVX ZOL (76,23% + 9,81),
OVX ZOL + TERI (73,85% + 9,62) e OVX ZOL + TERPY (77,91% =+ 4,81) (Grafico 5).

Para o parametro (Po.Tot), houve diferenca estatisticamente significante entre o
grupo OVX CONV e todos os demais grupos experimentais (OVX ZOL, OVX ZOL +
TERI e OVX ZOL + TERPY). * diferenca estatisticamente significante.
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Grafico 6 - Quantificagcéo da interface osso-implante. Comparacéo entre os grupos OVX
CONV, OVX ZOL, OVX ZOL + TERIl e OVX ZOL + TERPY
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Fonte: Autor, 2024

As meédias dos resultados obtidas para a interface de contato entre 0sso e
implante (1.S) foram as seguintes: OVX CONV (0,99mm3 + 0,59), OVX ZOL (4,04mm3
+ 1,76), OVX ZOL + TERI (4,21mm3 + 1,58) e OVX ZOL + TERPY (3,46mm3 + 0,71)
(Gréfico 6).

Para o parametro I.S, houve diferenca estatisticamente significante entre o grupo
OVX CONV e todos os demais grupos experimentais (OVX ZOL, OVX ZOL + TERI e
OVX ZOL + TERPY). *: diferenca estatisticamente significante.

4.3 Reconstrucbes microtomograficas tridimensionais (Software
CTvox®)
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Figuras 6 e 7 - Reconstru¢cdes microtomogréficas tridimensionais do grupo OVX
CONV ilustrando a formacdo Ossea peri-implantar pelo software CTVOx®
(SkyScan, Verséo 2.7)

Fonte: Autor, 2024

Figuras 7 e 8 - Reconstrucdes microtomograficas tridimensionais do grupo OVX
ZOL ilustrando a formacdo Ossea peri-implantar pelo software CTVox®
(SkyScan, Verséo 2.7)

Fonte: Autor, 2024
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Figuras 9 e 10 - Reconstru¢cbes microtomogréficas tridimensionais do grupo
OVX ZOL + TERI ilustrando a formacdo Ossea peri-implantar pelo software
CTVox® (SkyScan, Verséo 2.7)

Fonte: Autor, 2024

Figuras 11 e 12 - Reconstru¢cdes microtomograficas tridimensionais do grupo
OVX ZOL + TERPY ilustrando a formacéo 6ssea peri-implantar pelo software
CTVox® (SkyScan, Verséo 2.7)

Fonte: Autor, 2024
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4.4 Andlise Histoldgica Qualitativa

4.4.1 Grupo OVX CONV

Aos 28 dias pés-operatorios observa-se que o grupo OVX CONV ndo obteve tecido
0sseo formado junto as espiras dos implantes. Grande quantidade de tecido
conjuntivo nao organizado foi observado na periferia da regido peri-implantar e apenas
ilhas discretas de matriz 6ssea mineralizada foram observadas na regido cortical
(figuras 5A, 5B e 5C).

4.4.2 Grupo OVX Z0OL

Aos 28 dias pés-operatérios nota-se que o grupo OVX ZOL obteve a formacédo de
tecido 6sseo maduro entremeado a tecido conjuntivo junto as espiras dos implantes,
sem predominancia entre ambos. Também €& possivel observar a definicdo
morfologica das espiras (figuras 5D, 5E e 5F).

4.4.3 Grupo OVX ZOL + TERI

Aos 28 dias pés-operatorios o grupo OVX ZOL + TERI demonstrou a predominancia
de tecido 6sseo maduro entremeado por menores quantidades de tecido conjuntivo
junto as espiras dos implantes. Observa-se, também, nitida definicdo morfoldgica das
mesmas (figuras 5G, 5H e 5I).

4.4.4 Grupo OVX ZOL + TERPY

Aos 28 dias pos-operatorios nota-se que o grupo OVX ZOL + TERPY também obteve
a predominancia de tecido 6sseo maduro entremeado por menores quantidades de
tecido conjuntivo junto as espiras dos implantes. Também é possivel observar alguma
definicdo das espiras (figuras 5J, 5K e 5L).
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Figura 13 - Coloracédo das laminas dos grupos OVX CONV, OVX ZOL, OVX ZOL + TERI E OVX
ZOL + TERPY por hematoxilina e eosina em aumentos de 4x,10x e 20x
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Fonte: Autor, 2023
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Discussao



5 DISCUSSAO

A indicacdo de bisfosfonatos sistémicos para pacientes osteoporéticos vem
sendo discutida com um olhar mais voltado para seu real custo-beneficio nos ultimos
anos perante sua gama de efeitos colaterais indesejados no organismo (15, 34, 35).
Entretanto, dentro deste mesmo cenario, a crescente expectativa de vida da
populacdo ao redor do mundo resultou em uma maior prevaléncia de pacientes
osteoporoéticos com necessidade de reabilitacdes orais que envolvam a instalacdo de
implantes osseointegraveis. Tais pacientes possuem, quando néo tratados, um tecido
0sseo com caracteristicas celulares, estruturais e biomecéanicas desfavoraveis para a
osseointegracao (36). Assim, este estudou voltou sua investigagao para a tentativa de
melhorar, localmente, através da funcionalizacdo de superficie de implantes com
combinacbes de moléculas bioativas que promovem respostas celulares
complementares entre si, caracteristicas do tecido 0sseo que tornam-se

comprometidas pela presenca da osteoporose.

Alguns trabalhos do nosso grupo de pesquisa ja realizaram a funcionalizacao da
superficie de implantes utilizando a teriparatida e a ruterpy, obtendo bons resultados
(37,38). Entretanto, a associacao dessas biomoléculas ao redor de implantes visando
sua liberacdo ordenada em modelos de ratas osteoporoticas, e ndo osteopénicas

apenas, ainda nao havia sido estudada.

Corroborando com resultados anteriores ja publicados (19-29), a liberacéo local
peri-implantar de acido zoledrénico no grupo OVX ZOL resultou em uma melhora
significativa dos parametros morfologicos (volume do tecido ésseo — BV/TV, nimero
de trabéculas 6sseas — Th.N, separacao entre trabéculas 6sseas — Th.S, porosidade
total do tecido 6sseo — Po.Tot e interface de contato entre 0sso e implante — I.S) e
histolégicos (maior neoformacédo Ossea peri-implantar) quando comparado ao grupo
OVX CONV, reiterando a eficiéncia dessa medicac¢do como anti-reabsortivo perante a
presenca da osteoporose. Além disso, promoveu melhores resultados que o
alendronato quando este foi utilizado ao redor de implantes em ratas com deficiéncia

de estrégeno (39).

7

Entretanto, quando é realizada a comparacédo entre o grupo OVX ZOL e os
grupos OVX ZOL + TERI e OVX ZOL + TERPY, néo ha diferencas significantes na

analise de microtomografia computadorizada para nenhum dos parametros
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analisados; na andlise histologica qualitativa, por outro lado, os grupos com dupla
funcionalizagdo parecem demonstrar um padrdo de maturidade e organizagao do
tecido d6sseo peri-implantar maior quando comparados ao grupo OVX ZOL -
principalmente o grupo OVX ZOL + TERI - sugerindo que, embora a associagdo entre
as medicacbes ndo tenha promovido uma melhoria éssea em ambito estutural,

histologicamente houve resposta positiva frente a tal associacao.

Finalmente, na comparacdo entre os grupos OVX ZOL + TERI e OVX ZOL +
TERPY também ndo se observaram diferencas estatisticas significantes na analise de
microtomografia computadorizada, entretanto nota-se um pequeno incremento nos
valores dos parametros analisados no grupo OVX ZOL + TERI em relagéo ao grupo
OVX ZOL + TERPY. Tal incremento pode ser corroborado pela analise qualitativa
histolégica do tecido peri-implantar.

De acordo com Kitagawa et.al (40), quando sao efetuadas 5 camadas de
funcionalizacdo nos implantes por meio da técnica de Layer-by-layer (muito
semelhante a técnica de Dip-coating, utilizada neste estudo), ha a formacao de uma
camada unica de 37nm de espessura que permite 14 dias de liberacdo continua da
medicacdo escolhida para a funcionalizacdo no tecido 6sseo. Seguindo 0 mesmo
raciocinio, a formacao de 6 camadas de funcionalizacdo (realizadas nos grupos OVX
ZOL + TERI e OVX ZOL + TERPY) ocasionaria a formacdo de uma camada Unica
ligeiramente maior e, provavelmente, um tempo de liberacéo das medicacdes também
ligeiramente maior, porém semelhantes aos relatados no estudo. A literatura mostra,
em trabalhos que também utilizaram o modelo de instalacdo de implantes
osseointegraveis em ratas osteoporoticas, que é possivel encontrar tecido 6sseo
maduro apos aproximadamente 21 dias da cirurgia (41), sendo as caracteristicas
deste, entéo, influenciadas por eventos bioquimicos e celulares que ocorreram antes

desse periodo.

A presenca das biomoléculas utilizadas neste estudo no leito peri-implantar em
periodos importantes para a formacdo Ossea foi evidenciada tanto pela andlise de
microtomografia computadorizada, que demonstrou a superioridades dos grupos com
funcionalizacdo de superficie em relacdo ao controle, quanto na analise histolégica
descritiva, que revelou, como ja explanado, maior formacéo, maturagéo e organizacéo
do tecido 6sseo nos grupos com dupla funcionalizacdo em relagdo ao grupo

funcionalizado apenas com acido zoledrénico e também, neste, maior formacéo 6ssea
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em relacdo ao grupo controle.
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Conclusio



6 CONCLUSAO

Portanto, todos o0s grupos com funcionalizacdo de superficie obtiveram
desempenho superior ao grupo controle, com provaveis melhores resultados para
OVX ZOL + TERI. Porém, sdo necesséarias mais analises para confirmacéo de tal

achado e investigacao da consolidacéo da formacédo 6ssea a longo prazo.
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ANEXO A - Certificado da Comissao de Etica no Uso de Animais
(CEUA) — FOA UNESP (n° 0520-2022)

AVA >
AV¢I¢V UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA C “
u nesp “JULIO DE MESQUITA FILHO" N Patuba
CAMPUS ARACATUBA

FACULDADE DE ODONTOLOGIA
FACULDADE DE MEDICINA VETERINARIA

CEUA - Comiss&o de Etica no Uso de Animais
CEUA - Ethics Committee on the Use of Animals

CERTIFICADO
Certificamos que o Projeto de Pesquisa intitulado “Sistemas de liberacao
inteligente de biomoléculas interferindo no reparo peri-implantar de ratas
osteoporoticas”, Processo FOA n° 0520-2022, sob responsabilidade de Roberta
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ANEXO B - Revista pretendida para submisséo do artigo resultante
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